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摘要 分 子 生物 传感器 是 由 生物 大 分 子 通 过 基因 重组 或 DNA 合 成 所 构成 的 传感器 ， 能 够 实 
时 、 可 视 化 探测 活 细胞 及 活体 内 关键 分 子 事件 。 目 前 研究 热度 高 、 应 用 广 的 分 子 生 物 传 感 
器 包括 分 子 信 标 (MB) 、 共 振 能 量 转移 系统 (荧光 共振 能 量 转 移 和 生物 发 光 共 振 能 量 转 
移 ) 和 分 子 荧光 互补 系统 (如 双 分 子 荧光 互补 、 三 分 子 荧光 互补 等 ) 。 文 章 介 绍 了 这 几 类 
分 子 生物 传感器 的 原理 和 特点 ， 重 点 强调 了 它们 在 活 细胞 分 子 影像 学 中 的 运用 ， 如 : 研 
完 细 胞 内 蛋白 之 间 的 相互 作用 ， 探 索 生 物 大 分 子 在 细胞 中 的 定位 、 运 动 和 动力 学 等 。 此 
外 ， 还 讨论 了 分 子 生 物 传感器 的 局 限 性 和 面临 的 挑战 ， 并 展望 了 未 来 发 展 方向 。 “眼见 为 
实 ”， 分 子 生物 传感器 在 这 方面 发 挥 独 特 的 作用 ， 它 使 我 们 前 所 未 有 地 深入 到 细胞 内 部 去 
观察 生物 分 子 事件 乃至 生物 学 过 程 ， 从 而 解答 更 多 的 生物 学 难题 。 


关键 词 分子 生物 传感器 ， 细 胞 影像 ， 分 子 信 标 ， 荧 光 共 振 能 量 转 移 ， 生 物 发 光 共 振 能 量 转 
移 ， 双 分 子 荧光 互补 
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活 细胞 及 活体 内 生理 和 病理 过 程 中 关键 分 子 事件 的 实时 、 可 视 化 探测 对 理解 基本 生 
物 学 过 程 、 阐 释 疾病 发 生机 制 等 具有 重要 意义 。 临 床上 ， 疾病 的 诊断 及 精准 治疗 也 越发 
依赖 影像 学 手段 。 分 子 生物 传感器 是 一 种 通过 产生 可 视 、 可 定量 信号 来 指示 生物 物质 
或 生物 事件 发 生 及 存在 的 生物 分 子 系统 ， 在 活 细胞 或 者 活体 内 能 够 实时 动态 示 踪 生物 分 
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子 之 间 的 相互 作用 、 生 物 大 分 子 的 定位 和 和 运动、 生理 环境 的 变化 以 及 一 些 重要 生化 反应 
等 。 近 20 年 的 研究 充分 表明 分 子 生 物 传感器 是 分 子 事件 “眼见 为 实 ”的 强 有 力 工 具 。 本 
文 将 聚焦 其 中 研究 热度 较 高 的 分 子 信 标 (molecular beacons, MB) 、 共 振 能 量 转移 系统 
《包括 获 光 共振 能 量 转移 和 生物 发 光 共 振 能 量 转移 ) 和 分 子 荧光 互补 系统 (如 双 分 子 区 
光 互 补 、 三 分 子 获 光 互补 等 ) ， 重 点 阐述 这 几 种 分 子 生 物 传感器 的 原理 、 特 点 、 活 细胞 
中 的 应 用 ， 探 讨 可 能 面临 的 挑战 及 未 来 发 展 方向 等 。 
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1 分 子 信 标 


1.1 分 子 信 标 原理 
分 子 信 标 是 由 Tyagi M Kramer F 1996 年 根据 荧光 
量 转移 原理 首次 设计 的 一 种 具有 茎 环 结构 的 寡 
苷 酸 诡 光 探 针 ， 亦 称 发 夹 探 针 。 经 典 的 分 子 信 标 通 
常 为 25 一 35 个 核 昔 酸 ， 包 括 环 形 区 (Loop) , AFK 
(Stem ) MILE REAR ICT FAME RAF (图 1)。 
其 中 ， 环 形 区 由 15 一 25 AERAR, ARE EAS E 
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者 通过 改造 经 典 的 分 子 信 标 结构 、 发 展 多 种 荧光 分 子 和 
淳 灭 分 子 、 偶 联 纳米 材料 ( 如 金 纳米 粒子 /石墨 烯 、 碳 纳 
KET) 等 ,已 成 功 构建 出 各 种 具有 优越 性 能 的 新 型 分 
子 信 标 探 针 ， 并 将 其 广泛 应 用 于 基因 诊断 、 核 酸 检测 、 
分 子 示 踪 等 多 个 领域 。 本 文 主要 聚焦 分 子 信 标 在 活 细胞 
内 分 子 影像 中 的 应 用 。 

(1) 分 子 信 标 在 活 细胞 内 示 踪 mRNA 的 研究 最 为 


丰富 。1998 年 ，Sokol 等 中 首次 实时 示 踪 了 RNA-DNA 杂 
交 ， 在 交 光 显微镜 下 检测 到 原 癌 基因 vav 的 10 个 mRNA 


> 


TH, EFKE $ 一 7 个 互补 碱 基 对 ， 可 在 分 子 信 标 
与 靶 分 子 结合 过 程 中 发 生 可 逆 性 解 离 ， 用 于 维持 分 子 特 
PIER. WICIE AUS EVE KE BE IA FEF K 
两 个 末端 “。 当 无 目标 序列 存在 时 ， 分 子 信 标 呈现 自由 状 
态 ， 茎 二 区 互补 碱 基 发 生 结合 ， 促 使 分 子 信 标 形成 发 夹 
结构 。 此 时 ， 荧 光 分 子 和 六 灭 分 子 距离 最 为 接近 【〈 约 6 一 
10nm ) ， 促 发 次 光 共 振 能 量 转移 ， 即 : 荧光 分 子 发 出 的 
奖 光 被 济 灭 分 子 吸 收 ， 并 以 热 的 形式 散发 ， 英 光 儿 乎 完 


分 子 ， 即 0.1 ag (1 ag= 1x10" g) 的 分 子 信 标 所 产生 的 
杂交 信号 。 随 后 ，Bratu 等 所 开辟 了 利用 分 子 信 标 在 活 细 
胞 中 研究 mRNA 定位、 转运 的 先河 。 该 团队 在 黑 腹 果 晶 
卵 母 细胞 中 观察 了 天 然 mRNA 的 运动 ， 并 发 现 mRNA 3’ 
端 非 翻译 区 的 遗传 操作 或 细胞 内 微 管 蛋 白 网 络 的 化 学 扰 
动 可 以 明显 改变 mRNA 的 分 布 。Vargas 等 中 则 通过 分 子 信 
标 追 踪 活 细胞 中 mRNA 分 子 ， 进 一 步 对 mRNA- 蛋白 复合 
物 从 转录 位 点 到 核 孔 的 转运 行为 进行 了 可 视 化 研究 ， 提 


全 滩 灭 。 相 反 ， 当 存在 目标 序列 时 ， 分 子 信 标的 环形 区 
与 靶 分 子 发 生 杂 交 ， 茎 干 中 的 互补 区 打开 ， 由 于 荧光 分 
子 远离 滩 灭 分 子 ， 分 子 信和 标的 荧光 近乎 100% 恢 复 ， 其 荧 
光 强 度 与 溶液 中 半分 子 浓度 呈正 相关 。 
1.2 分 子 信 标 应 用 

分 子 信 标 具有 高 灵敏 度 、 高 特异 性 、 无 须 除 去 元 余 
等 优点 。 检 测 聚 合 酶 链 式 反应 (PCR) 过 程 中 的 扩 增 产 
物 是 分 子 信 标 问 世 的 初 囊 。 如 今 ， 星 非 局 限于 此 。 研 究 


示 其 转运 过 程 依赖 于 酶 促 反 应 。 笔 者 团队 利用 分 子 信 标 
技术 率先 建立 了 一 种 在 活 的 寄主 细胞 内 病毒 核酸 可 视 化 
的 方法 ， 在 区 光 显微镜 下 可 直观 地 看 到 疹 髓 灰质 炎 病 毒 
的 正 链 RNA 和 甲 型 流感 病毒 mRNA 的 动态 行为 ， 同 时 结 
合 其 他 实验 手段 ， 探 讨 了 病毒 核酸 转运 机 制 "。 

(2) 分 子 信 标 还 较为 普遍 地 用 于 细胞 内 蛋白 质 、 
ATP 等 分 子 的 检测 与 示 踪 。 这 主要 通过 分 子 信 标 与 适 
配子 形成 的 适 配 子 信和 标 (aptamer beacon ) 来 完成 。 
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图 1 


分 子 信 标 工作 原理 


改编 自 文献 [1] 
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Yamamoto 等 首次 证 明了 将 目标 物 的 适 配 子 结合 位 点 插入 
分 子 信 标 中 的 可 能 性 ,构建 了 靶 向 HIV 病 毒 Tat 和 蛋白 的 高 
亲和力 适 配 子 信 标 。 与 传统 的 分 子 信 标 相 比 ， 这 些 信 标 与 
目标 物 序列 的 匹配 数目 减少 了 一 半 〈8 个 碱 基 ) 。 笔 者 团 
队 利用 相同 策略 ， 构 建 了 特异 识别 HIV ai ee oe S 3 RC 
体 分 子 信 标 ， 进 而 实现 了 活 细胞 中 HIV 逆转 录 酶 的 可 视 
(E, Zhang 等 "构建 了 ATP 的 分 子 信 标 检测 系统 ， 实 现 了 
在 白血病 细胞 K562 和 乳腺 癌 细 胞 4T1 中 ATP 的 检测 ， 体 外 
检测 下 线 低 至 (1.1 一 3.2 ) x10 "molL。Tan 55" ffl Liu 58071 
分 别 将 氧化 石墨 烯 作为 ATP 分 子 信 标的 滩 灭 分 子 ， 获 得 了 
更 加 稳定 、 特 异 的 适 配 子 信 标 ， 前 者 可 以 半 定 量 检 测 活 细 
胞 内 ATP， 后 者 可 响应 5mmol/L Ca^ 诱导 的 ATP 升 高 。 
目前 ， 针 对 性 发 展 多 功能 分 子 信 标 ， 在 单 细 胞 、 

单 分 子 水 平 示 踪 关键 分 子 事件 的 研究 工作 已 经 萌芽 。 例 
如 ，Li 等 中 设计 了 一 种 双 功 能 分 子 信 标 ， 能 够 同时 检测 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


分 子 生物 传感器 与 细胞 内 分 子 影像 


如 图 2 所 示 ， 当 以 适当 频率 的 激发 光照 射 供 体 时 ， 供 体会 产 
生 振荡 偶 极 子 并 与 相 邻 受 体 的 偶 极 子 产生 共振 。 供 体 荧 光 财 
的 能 量 由 于 偶 极 子 之 间 的 相互 作用 非 放 射 性 地 转移 到 受 体 奖 
光 团 。 总 体 而 言 ， 产 生 FRET 现 象 需要 同时 具备 两 个 条 件 : 
(1) 供 体 分 子 具 有 较 高 的 量子 产 率 ， 其 发 射 光 光 谱 与 受 体 
DF WRIA BEE; (2) 供 体 和 受 体 分 子 都 处 于 
被 激发 状态 ， 两 者 之 间距 离 在 1 一 10 nm 之 间 "。 
2.1.2 特点 

在 生物 学 研究 领域 ，FRET 技 术 是 研究 生物 大 分 子 间 
相互 作用 ， 特 别 是 在 活 细 胞 生理 条 件 下 研究 蛋白 质 -蛋白 
质 间 相互 作用 的 有 力 工 具 。FRET 供 、 受 体 主 要 是 荧光 蛋 
白 、 有 机 荧光 分 子 、 无 机 纳米 荧光 材料 等 ， 其 发 生 需要 
外 界 光源 激发 荧光 供 体 。 青 色 英 光 和 蛋白 (CFP ) 和 黄色 
荧光 蛋白 (YFP ) 是 最 常用 的 一 对 供 受 体 。 由 于 FRET 严 
格 依赖 空间 距离 (1 一 10 nm ) ， 且 大 多 数 生物 分 子 介 于 


na 


并 抑制 斑马 鱼 中 的 microRNA. Chen 等 (4 利用 分 子 信 标 最 
小 工程 化 ?地 点 亮 单 分 子 RNA， 通 过 成 像 技 术 深入 研究 
了 单 细 胞 非 编码 RNA (IncRNA ) 的 动力 学 和 定位 。 这 些 
方向 可 能 成 为 分 子 信 标 在 细胞 成 像 领 域 应 用 中 的 主流 。 


2 共振 能 量 转移 系统 


共振 能 量 转移 系统 是 利用 能 量 转移 原理 和 基因 操 
纵 技 术 构 建 的 分 子 传 感 体系 ， 主 要 包括 荧光 共振 能 量 转 


$ ( fluorescence resonance energy transfer, FRET ) MÆ 


物 发 光 共 振 能 量 转移 (bioluminescent resonance energy 
transfer, BRET) 。 
2.1 荧光 共振 能 量 转移 
2.1.1 原理 

FRET Jé 1948 年 由 Firster 提 出 的 一 种 基于 能 量 转移 来 
量 分 子 间距 离 的 技术 。 其 基本 原理 是 当 供 体 的 荧光 发 射 光 
谱 与 受 体 的 吸收 光谱 重 琶 ， 并 且 供 体 和 受 体 的 距离 合适 时 
(一 般 小 于 10nm ) ， 就 会 发 生 一 种 非 放射 性 的 能 量 转移 。 


pea 


i 


ye 


(D 即 只 需要 极 少 的 分 子 工 程 改 造 


该 尺寸 之 间 ， 因 此 ，FRET 是 一 把 丈量 分 子 空间 距离 的 光 
学 “分 子 尺 ”， 可 以 解决 生物 学 中 诸多 难题 ， 如 蛋白 质 
动力 学 、 蛋 白质 构象 变化 等 。 有 别 于 经 典 的 分 子 发 射 光 
谱 分 析 法 ，FRET 最 大 优点 是 ， 该 技术 利用 信和 号 比值 而 非 
信号 强度 进行 数据 分 析 ， 消 除了 取样 误差 而 造成 的 信号 
间 差 异 。 近 年 来 ， 由 于 新 型 获 光 材料 的 出 现 、 光 学 技术 
的 进步 以 及 显 微 成 像 工 具 的 发 展 ，FRET 技术 在 空间 分 辨 
率 、 检 测 灵敏 度 等 方面 有 了 极 大 的 提升 ， 目 前 已 实现 单 
分 子 FRET ( SmFRET ) "1 


436 nm 激发 发 射 峰 : 488 nm 


Nb = 


436 nm 激发 


FRET 


图 2 FRET 技 术 研 究 蛋 白质 之 间 相 互 作用 
A 和 B 是 一 对 相互 作用 的 蛋白 
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2.1.3 应 用 

FRET 在 活 细 胞 中 的 应 用 非常 之 多 ， 即 利用 两 个 蛋白 
分 子 之 间 相 互 作用 的 空间 信息 以 回答 分 子 运动 、 和 蛋白 构 
象 、 转 录 调 控 等 相关 生物 学 问题 。 技 术 上 ， 主 要 通过 显 
fd gi. 利用 受 体 漂白 、 导 致 的 供 体 荧光 增强 、 供 体 荧光 
漂白 、 受 体 变 光 寿 命 增 长 、 供 - 受 体 欧 光 强度 比率 法 等 多 
种 手段 来 检测 FRET 现象 "“， 在 此 介绍 部 分 代表 性 研究 。 

(1) 活 细胞 内 生理 状态 下 的 离子 检测 是 FRET 技 
术 较 为 经 典 的 应 用 。 例 如 ，Myawaki 等 ("发展 了 一 种 由 
CFP, YFP, 、 钙 调 蛋 白 和 钙 调 蛋白 结合 肽 M13 组 成 的 活 
细胞 钙 离 子 指示 剂 。 其 原理 是 ， 细 胞 里 的 Ca” 促进 钙 调 
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有 异曲同工 之 妙 ""。BRET 体系 中 的 供 体 主 要 是 荧光 
素 酶 (Luc) 。 其 中 ， 海 肾 荧 光 素 酶 ( Rluc ) 以 腔 肠 素 
( Coelenterazine ) WRH, Bik RICA (Fluc ) 以 
D-Luciferin fll ATP WIRY, WERKIE (Cluc ) 则 以 
海草 荧光 素 为 底 物 ， 这 些 均 是 BRET 常用 供 体 。 如 图 3 所 
示 ， 这 些 底 物 及 其 衍生 物 会 被 相应 的 荧光 素 酶 催化 并 氧 
化 发 光 。 由 于 A-B 分 子 的 相互 作用 ， 供 受 体 相互 靠近 。 
当 两 者 距离 1 一 10nm 时 ，BRET 现象 产生 ， 受 体 发 光 。 
底 物 饱和 状态 下 ， 受 体 荧光 强度 与 酶 浓度 呈正 相关 。 
较 FRET 比 ， 由 于 BRET 无须 外 界 光 源 激发 供 体 ， 因 此 可 
避免 强 光源 导致 的 光 漂白 、 光 吸收 、 组 织 损伤 等 现象 ， 


蛋白 与 M13 结合 ， 进 而 增加 了 荧光 蛋白 之 间 的 荧光 共振 
能 量 转移 ， 因 此 可 通过 检测 FRET 现象 和 数据 校正 ， 实 现 
细胞 器 中 钙 离 子 的 监测 与 定量 。 无 独 有 偶 ，Zhang SA] 
用 FRET 探 针对 活 细胞 中 Hg 进行 了 高 灵敏 检测 。 另 外 ， 
针对 活 细胞 中 ATP、pH 值 等 重要 生理 参数 ， 均 有 巧妙 
ff] FRET aN Bath BAA 。 
(2) FRET 无 疑 是 研究 蛋白 质 互 作 的 最 好 手段 之 
一 。 蛋 白质 -蛋白 质 相 互 作用 涉及 生命 体 中 众多 生理 过 
程 和 信和 号 转 导 过 程 ， 在 细胞 活动 中 扮演 关键 性 角色 。 利 
HI FRET 技术 检测 蛋白 质 互 作 的 策略 通常 是 利用 基因 操 
纵 ， 将 两 个 目标 蛋白 分 别 偶 联 一 个 供 体 或 受 体 ， 并 在 细 
胞 内 融合 表达 。 在 特定 时 空 及 生理 条 件 下 ， 如 果 存 在 互 
作 ， 供 体 和 受 体会 相互 靠近 产生 FRET 现象 ， 反 之 则 无 。 
利用 这 一 策略 ， 细 胞 中 多 种 蛋白 之 间 的 互 作 已 被 鉴定 和 
示 踪 。 例 如 ， 高 迁移 率 族 蛋白 1 (HMGB1 ) Toll 样 受 
体 (TLR) 与 晚期 糖 基 化 终 产 物 受 体 (RAGE ) 之 间 的 相 
EEA; 亚 细 胞 结构 中 表皮 生长 因子 受 体 (EGFR) 与 
和 其 结合 蛋白 Grb2 之 间 的 互 作 "基质 相互 作用 分 子 
( STIM1 ) ZEE EE E AL Hee 

除 此 之 外 ，FRET 也 普遍 用 于 活 细胞 中 RNA 检测 、 
EREDI RER, 
22 生物 发 光 共振 能 量 转移 

BRET 于 1999 年 问世 ， 与 FRET 基本 原理 相似 ， 
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同时 能 够 降低 因 生 物体 内 自发 荧光 产生 的 背景 信号 "1。 


荧光 
荧光 


底 物 | 
RET 


图 3 BRET 工 作 原 理 图 
与 人 A 蛋白 融合 表达 的 荧光 素 酶 催化 其 底 物 氧化 发 光 ， 经 A-B 蛋白 之 
间 相 互 作用 后 ， 供 体 荧 光 素 酶 与 受 体 相互 靠近 ， 发 生 共振 能 量 转移 ， 
受 体 产生 荧光 


在 活 细 胞 影像 的 应 用 方面 ，BRET 和 FRET 大 致 相同 ， 
如 蛋白 质 相互 作用 、ATP 检 测 、 和 蛋白 质 活性 测定 等 。 值 
得 一 提 的 是 ， 在 富 含 血细胞 或 血红 色素 的 组 织 及 活体 成 像 
中 ， 由 于 生物 体内 光 吸 收 、 自 发 英 光 的 减少 ,使 BRET 在 
信 品 比方 面具 有 明显 优势 *。 


3 分 子 互补 系统 


分 子 互补 系统 是 利用 和 蛋白质 片段 互补 技术 构建 的 
分 子 传 感 体 系 。 本 文 着 重 阐述 的 是 以 荧光 蛋白 为 信号 元 
件 的 分 子 互补 系统 ， 包 括 双 分 子 菊 光 互 补 (bimolecular 
SAF RIEL 


( trimolecular fluorescence complementation, TriFC ) 等 。 


fluorescence complementation, BiFC ) 、 
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3.1 双 分 子 荧光 互补 
3.1.1 原理 
BiFC 起 源 于 蛋白 质 片段 互补 技术 ， 由 Ghosh 55071 


ChinaXiv 合 作 期 刊 
分 子 生物 传感器 与 细胞 内 分 子 影像 
目前 所 报道 的 BiFC 系统 通常 不 可 逆 、 即 结合 重 构 后 


很 难 再 被 打开 。 这 个 特点 使 得 BiFC 灵敏 度 很 高 ， 可 检测 
Ko 接近 1mmol/L 的 弱 相 互 作用 ,但 也 阻碍 了 BiFC 监测 


于 2000 年 首次 报道 。 如 图 4a RCY, DGE AERE 
区 域 (通常 是 loop 区 ) 通过 基因 剪接 形成 两 个 非 荧光 片 
Bt, PRON 片段 和 C 片段 。N 、C 两 个 片段 通过 Linker 肽 
分 别 与 一 对 相互 作用 的 靶 和 蛋白 融 合 表达 。 由 于 靶 蛋 白 对 
之 间 的 相互 作用 ,荧光 蛋白 N 片段 和 C 片段 会 紧密 靠 
近 ， 形 成 空间 互补 ， 进 而 发 生 分 子 重建 恢复 构象 ， 并 在 
合适 的 激发 波长 下 产生 荧光 。 反 之 ， 若 靶 蛋 白 之 间 不 存 
在 相互 作用 ， 则 无 欧 光 产生 。 
3.1.2 特点 

BiFC 可 应 用 于 体内 和 体外 ， 具 有 高 灵敏 、 低 噪声 
等 特点 。B 下 C 分 子 元 件 预先 通过 基因 操纵 导入 细胞 中 表 
达 ， 无 须 外 源 添加 即 可 直接 利用 荧光 观测 活 细 胞 或 活体 
中 生物 分 子 的 相互 作用 及 其 空间 位 置信 息 ， 因 此 避免 了 
外 源 物 质 对 细胞 的 干扰 和 观察 的 失真 。 与 FRET 和 BRET 
技术 相 比 ，BiFC 不 用 复杂 的 数据 处 理 ， 常 规 荧光 显微镜 
即 可 满足 。 利 用 不 同 颜色 的 荧光 互补 系统 ， 还 可 以 在 活 
细胞 内 同时 检测 多 个 蛋白 的 相互 作用 。 鉴 于 这 些 特 点 ， 
BiFC 被 广泛 用 于 生物 分 子 相 互 作用 的 研究 ， 特 别 是 细胞 
内 之 间 、 细 胞 与 环境 物质 之 间 的 相互 作用 。 


PER | 
j$.5-m 


图 4  BiFC 和 TriFC 工作 原理 P? 


(a) BiFC 工作 原理 。 荧 光 蛋白 的 N、C 两 个 片段 分 别 与 靶 蛋 白人 A、 
B 融合 表达 。 由 于 A-B ZAHA, KAKAN 片段 和 C 片段 紧 
密 靠近 ， 形 成 空间 互补 ， 产 生 英 光 。 (b) TriFC 工作 原理 。 荧 光 蛋 
& 83 C 片段 通过 已 知 蛋 白质 (A') fe RNA (D) 之 间 的 相互 作用 ， 
附着 于 报告 mRNA。 由 于 B' 蛋 白 与 报告 基因 mRNA 中 的 靶 序 列 (RNA 
ligand) 相互 作用 ，N de C 两 片段 相互 人 靠近， 恢复 荧光 蛋白 构象 ， 
产生 荧光 


蛋白 质 相互 作用 的 动态 变化 。 为 此 ，Tchekanda 等 ”利用 
基因 改造 的 近 红 外 荧光 蛋白 突变 单 体 IFP1.4 发 展 了 可 首 
BJ BiFC 系统， 进一步 扩展 了 BiFC 技 术 的 应 用 。 
3.1.3 应 用 

BiFC i$ HAF UE2E4& A SER E (protein oligomer- 
ization) 。 其 中 ，o- 突 触 核 蛋白 ( a-synuclein ) 的 错误 折 
E SERA EC BUA EW Se RA ON 
疾病 发 生 和 发 展 的 核心 事件 。Outeiro 等 "通过 BiFC 直 
观 地 观察 了 突 触 核 蛋白 在 活 细 胞 中 的 寡 聚 化 ， 并 发 现 蛋 
白 窒 聚 化 导致 的 细胞 毒性 增加 可 通过 Hsp70 来 缓解 。 除 
此 之 外 ，G 蛋白 偶 联 受 体 (GPCRs) WISER (he X —38 
要 研究 领域 。GPCRs 及 相关 信和 号 转 导 涉及 诸多 疾病 ， 
其 朝 聚 化 在 调节 受 体 药理 学 和 功能 中 具有 重要 作用 。 
目前 大 约 30% 一 40% 药物 的 细胞 靶 标 针对 GPCRs 而 设 
Te), FEM, AREF BiFC 的 研究 与 发 现 ， 
包括 GPCR — XE ^g —3 bns qu", RE AZ2A E 
V B5] 4) A RECTE PLI EO AH GPCR 二 聚 体 
成 像 研究 神经 肽 YYILY5 受 体 异 二 聚 体 的 药理 学 等 。 
Cirulela fil Vilardaga “更 是 详细 总 结 了 BiFC 在 GPCR 研究 
中 的 应 用 。 因 此 ，BiFC A AE AN BR AE A SER ACY) SEE TE 
H, EER ACPI TA T Hl hp M25 By BI BF Be 

BiFC 也 广泛 用 于 研究 病毒 与 宿主 之 间 的 相互 作用 。 
这 些 研究 对 于 理解 病毒 的 生命 周期 和 致 病 机 制 具有 重要 
意义 。 例 如 ，Hemerka 等 ”利用 BiFC 揭示 了 流感 病毒 聚 
合 酶 复合 物 PA 5 PB2 亚 基 之 间 前 所 未 知 的 相互 作用 ， 并 
对 PA-PB2 二 元 复合 物 的 亚 细 胞 定位 与 进 核 进行 了 详细 分 
析 ， 其 研究 思路 为 进一步 探索 PA-PB2 互 作 与 甲 型 流感 
病毒 聚合 酶 活性 、 病 毒 复制 的 生物 相关 性 提供 了 一 个 机 
架 。 目 前 ， 利 用 BiFC 对 人 类 病毒 的 研究 还 涉及 Epstein- 
Barr 病毒 潜伏 膜 蛋白 1 B Ae EP". AEF Beclin1-Bcl2 复合 
物 解 离 的 自 喉 抑制 剂 药物 筛选 、HIV 病毒 非 结构 性 蛋 
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专题 : 生物 传 感 与 器 官 忆 片 


白 Vpr 分 子 之 间 的 互 作 等 所 。 
3.2 分 子 互补 系统 的 发 展 
3.2.1 远 红外 和 近 红 外 BiFC 

在 哺乳 动物 中 存在 细胞 成 像 的 近 红 外 ( NIR ) 光学 
窗口 (650 一 900nm ) ， 以 避免 生物 体内 水 、 血 红 和 蛋白 等 
分 子 对 光 的 吸收 于 。 为 了 解决 这 个 问题 ， 笔 者 团队 利用 
mCherry ( 4,/2,,7 587 nm/610 nm) 、mNeptune ( 4,/4,, = 
600 nm/650 nm ) 等 荧光 蛋白 开发 了 系列 长 波长 荧光 分 子 
互补 系统 。 另 外 ， 为 了 更 好 地 实现 深部 组 织 成 像 ， 我 
们 打破 利用 GFP-like 荧光 蛋白 构建 BiFC 这 一 常规 ， 创 新 
性 的 发 展 了 以 细菌 光敏 色素 iRFP 为 基础 的 近 红 外 BiFC 系 
BE (Aex/Aem = 690 nm/713 nm ) 。 该 工作 为 生理 条 件 下 研究 
蛋白 质 相 互 作用 提供 了 强 有 力 工具 ， 同 时 也 为 活 细 胞 中 
的 药物 评价 提供 了 新 策略 中。 
322 三 分 子 互补 系统 

鉴于 细胞 内 未 知 的 和 蛋白质 -RNA 之 间 互 作 ， 基 
于 BiFC 建立 的 TriFC 系统 应 运 而 生 。 如 图 4b 所 示 ， 
在 TriFC 系统 中 ,荧光 蛋白 的 C 片段 通过 已 知 蛋 白 
质 (A') MRNA (D) 之 间 的 相互 作用 ， 附 着 于 报 
告 mRNA, N 片段 与 RNA -结合 蛋白 B' 融 合 表达 。 如 
果 RNA 结合 蛋白 与 报告 基因 mRNA 中 的 靶 序 列 相互 作 
H, 则 N 和 C 两 片段 紧密 接近 ， 恢 复 荧光 蛋白 构象 产生 荧 
JEP, TriFC 不 仅 可 用 于 鉴定 RNA- 蛋白 质 相互 作用 ， 还 
可 分 析 活 细胞 中 RNA- 蛋白质 相互 作用 的 定位 和 动力 学 。 
大 量 研究 已 验证 该 方法 的 实用 性 1。 其 中 ， 笔 者 团队 利 
用 TriFC 重点 研究 了 流感 病毒 和 HIV 病毒 mRNA 与 宿主 蛋 
白 之 间 的 相互 作用 ， 并 阐释 了 相关 生物 学 机 制 ””。 

最 近 ， 笔 者 团队 还 发 展 了 三 片段 荧光 互补 系统 
( three-fragment fluorescence complementation, TFFC ) , 
用 于 蛋白 三 聚 体 的 成 像 研 究 。 我 们 把 具有 光 转 换 和 光 激 
活 特性 的 荧光 蛋白 mlrisFP 拆 分 为 3 个 片段 ， 结 合 超 分 
辨 成 像 ， 在 单 分 子 水 平 示 踪 了 活 细胞 中 G 蛋白 三 聚 体 亚 
基 间 的 相互 作用 "。 除 此 之 外 ,在 荧光 蛋白 第 10 个 和 
第 11 个 B-strand 之 间 “ 切 割 形成 的 分 子 互补 系统 ” (split 
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fluorescent proteins complementation ) 也 被 用 于 活 细胞 可 视 
化 研究 ， 如 蛋白质 的 定位 、 胞 浆 肽 的 输送 等 “%。 


4 结语 与 展望 


ir 20 年 来 ， 上 述 以 奕 光 为 信号 的 分 子 生物 传 感 技 
术 进 展 迅 速 ， 大 量 相关 人 研究 论文 被 发 表 ， dun d BUR. 
化 学 、 物 理 、 生 物 医学 、 生 命 科 学 等 多 个 学 科 。 从 活 细 
胞 层面 的 应 用 态势 来 看 ， 利 用 多 色 标 记 ， 结 合 超 分 辨 成 
像 ， 在 单 细 胞 、 单 分 子 水 平实 时 动态 观察 多 个 关键 分 子 
事件 将 成 为 主流 。 但 是 ， 这 些 分 子 生 物 传 感 器 在 组 织 、 
器 官 和 活体 的 深层 次 应 用 仍然 面临 严峻 挑战 。 提 高 信 噪 
比 、 避 免 生物 物质 光 吸收 、 允 许 长 时 示 踪 都 还 是 难题 。 
最 待 创造 生物 相 容 性 好 、 亮 度 高 、 抗 溢 灭 区 光 探 针 ， 提 
出 超 高 灵敏 传 感 新 体系 ,改进 成 像 数 据 算 法 ， 也 需要 进 
一 步 推动 光学 技术 、 成 像 工具 的 发 展 等 。 随 着 技术 进 
步 ， 分 子 生 物 传感器 将 使 我 们 前 所 未 有 地 实时 观察 获取 
生命 过 程 深层 次 信息 ， 从 而 回答 一 系列 重要 的 生命 科学 
基本 问题 ， 并 将 拓展 到 临床 应 用 ， 为 人 类 健康 服务 。 
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Molecular Biosensors and Molecular Imaging in Cells 


Wang Dianbing! Cui Zonggiang Zhang Xian-En' 
( 1 National Laboratory of Biomacromolecules, Institute of Biophysics, Chinese Academy of Sciences, Beijing 100101, China; 
2 State Key Laboratory of Virology, Wuhan Institute of Virology, Chinese Academy of Sciences, Wuhan 430071, China ) 

Abstract Molecular sensors are the biosensors made of macrobiomolecules. They are significant tools for real-time imaging of the molecular 
events in living cells and in vivo. Molecular beacons (MB), fluorescence/bioluminescence resonance energy transfer sensors (FRET/BRET) and 
molecular fluorescence complementation systems (BiFC, TriFC, etc.) are major types of molecular biosensors for live cell imaging applications. 
In this paper, the principles and characteristics of the molecular biosensors are described. The biosensors show their unique role in study of 
biomolecular interactions, localization, movement, and kinetics in living cells. The restrains, challenges, and future prospects of the molecular 
biosensors are also discussed. Because “Seeing is believing”, the molecule biosensors enable us to see the biological process with super high 
spatio-temporal resolution, and thus to answer the fundamental biological questions. 

Keywords molecular biosensor, cell imaging, molecular beacon (MB), fluorescence resonance energy transfer (FRET), bioluminescence 
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